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基于 宏基 因 组 学 技术 检测 全 株 玉米 青贮 期 间 和 曝露 空气 后 的 微生物 多 样 性 


胡 宗 福 常 cR RC ERB PR 
(内 蒙古 民族 大 学 动物 科学 技术 学 院 ， 通 辽 028000) 


摘 要: 本 试验 旨 在 分 析 全 株 玉 米 青贮 发 酵 期 间 和 曝露 空气 后 的 发 酵 品质 及 微生物 多 样 性 ， 
监测 其 微生物 群落 组 成 动态 变化 。 试 验 分 别 在 3 个 发 酵 时 期 取样 ， 即 青贮 第 S 


TES 40 天 (F40 组 ) 和 青贮 40 d 开 袋 曝露 空气 后 第 3 天 (A3 组 )， 每 次 取 3 RE 


X(F5 组 )、 青 
为 3 个 重复 。 


采用 宏基 因 组 学 技术 ， 测 定 全 株 玉 米 青 贮 发 酵 期 间 和 曝露 空气 后 微生物 的 16S rDNA V3— 


V4 区 序列 ， 比 较 3 个 发 酵 时 期 样品 微生物 群落 的 组 成 和 = 
成 分 分 析 ， 考 察 和 比较 全 株 玉米 青贮 发 酵 和 曝露 空气 后 的 微生物 多 样 性 。 
米 经 过 40 d 的 青贮 发 酵 ， 可 使 PH 及 


FE 度 信 息 ， 通 过 Alpha 多 样 性 和 主 


! 性 洗涤 纤维 NDF) 和 酸性 洗涤 纤维 〈 


35 FRE CP<0.05)， 乳 酸 含量 显著 升 高 CP<0.05)， 具 有 良好 的 发 酵 品 质 和 营养 价值 ， 且 发 本 
其 


40 d 后 短 时 间 开 袋 暴露 空气 对 其 发 酵 品 质 和 营养 价值 无 显著 影响 (P>0.05)。 
Illumina Miseq 测序 平台 共 获 得 122 371 条 高 质量 有 效 序列 ， 聚 类 为 239 个 操作 分 类 单元 ， 


经 分 类 学 鉴定 分 属 16 个 门 ，163 个 属 。 在 门 水 平 上 ， 厚 壁 菌 门 (Firmicutes) 


位 ， 其 丰 度 在 F5、F40 和 A3 组 中 分 别 为 57.37%、74.65%、78.82%， 呈 增长 


期 (F5 组 )、 发 酵 后 期 (F40 组 ) 和 上 曝 气 
其 丰 度 分 别 为 49.78%、64.46% 和 45.34%， 但 在 曝 气 期 芽孢 乳 杆 菌 属 


的 比例 上 升 明显 , 至 28.4696. SKE, 全 株 玉米 青贮 自然 发 酵 升 高 了 产 乳 酸 乳 杆 


有 利于 提高 全 株 玉米 青贮 的 发 酵 品 质 , 但 开 袋 暴露 空气 3 d 对 全 株 玉米 青贮 的 


结果 表明 : 全 株 玉 


ADF) 含量 显 


3 组 样本 通过 


始终 占 优势 地 
趋势 。 发 酵 前 


期 (A3 组 ) 优势 菌 属 均 为 乳 杆 菌 属 CLactobacillus )， 


CSporolactobacillus ) 


菌 属 的 丰 度 ， 
微生物 多 样 性 


产生 了 影响 ,而 通过 Miseq 高 通 量 测序 技术 , 能 够 全 面 了 解 全 株 玉米 青贮 期 间 和 曝露 空气 后 


微生物 群落 组 成 及 丰 度 上 的 变化 。 
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更 为 重要 。 
ZAAN, 
种 植 和 利用 微生物 发 酵 技 术 青 贮 饲 
品质 量 是 非常 重要 的 F ”1。 


质 的 重要 影响 


限 性 ， 传 统 培养 法 存在 费时 、 
其 变化 情况 ， 低 估 了 微生物 的 多 样 


片段 长 度 多 态 性 RFLP)、 变 性 梯度 
境 、 发 酵 食品 、 


因此 ， 在 青贮 过 


料 ， 


点 


是 研究 者 关注 的 焦点 。 
多 年 来 , 青贮 中 微生物 多 样 性 及 群落 变化 的 研究 常用 的 传统 培养 法 ， 
费力 、 


片面 的 缺陷 ， 


而 全 株 玉米 青贮 是 反刍 动物 最 重要 的 青贮 饲料 之 一 ， 
随 着 我 国 农业 结构 战略 性 调 


在 欧 
整 和 畜牧 业 的 快速 发 展 ， 大 力 推 进 全 株 青 贮 玉米 的 
提高 青贮 饲料 品质 、 增 加 畜牧 生产 性 能 
寸 程 中 微生物 的 组 成 、 变 化 及 


ChinaXiv& fERBTII 


次 、 美 等 发 达 地 区 早已 广 


、 改 善 畜 牧 产 
其 对 青贮 饲料 发 酵 品 


由 于 培养 条 件 的 局 


无 法 真正 完全 解析 微生物 的 组 成 、 丰 度 及 


HEC), yr 10 多 年 来 ， 随 着 分 子 生物 学 技术 的 不 断 发 展 ， 
基于 聚合 酶 链 式 反 应 (PCR) 技 术 出 现 了 许多 非 培养 的 方法 ， 


如 16S rRNA 克隆 建 库 、 限 制 性 


凝 胶 电 泳 PCR(DGGE-PCR) 等 ， 


青贮 饲料 及 其 他 微 生 态 环境 中 微生物 多 样 性 


组 学 的 高 通 量 焦 磷 酸 测 序 技术 具 
肠 道 、 水 体 、 发 酵 食 品 等 各 微 生 态 
磷酸 测序 技术 在 青贮 发 酵 饲料 方 再 


环境 中 微生物 多 样 性 
应 用 的 研究 方 国 


i 报道 较 少 。 


ER rc 
高 通 量 、 快 速 、 省 力 等 优点 ， 已 逐 
的 检测 和 研究 
Li 等 的 利用 高 通 量 测序 技术 
在 青贮 过 程 中 检测 到 30 多 个 菌 属 群落 结构 的 变化 情况 。 刘 晶 晶 睛 应 用 Miseq 高 通 量 测序 技 
室 检测 手段 和 Miseq 高 通 量 
菌落 构成 及 丰 度 变化 的 信息 , 进而 为 
依据 。Bao 等 5 利用 第 3 代 单 分 子 测序 技术 (SMRT) 检 测 
SMRT 测序 平台 可 用 于 评 


这 些 方法 被 广泛 应 用 于 环 
基于 微生物 宏基 攻 
渐 被 广泛 应 用 于 土 


zx [9-11] ` i 
。 然 而 ， 高 通 量 焦 


通 量 测序 技术 检测 和 分 析 全 株 玉 


组 学 技术 ,研究 和 分 析 全 


BME, 为 全 再 


了 解 全 株 玉米 自 


化 、 发 掘 全 株 玉 米 附 生 有 益 微生物 种 类 、 提 高 青贮 饲料 营 


术 在 柳 枝 种 青贮 60 d 时 检测 微生物 多 样 性 。 陶 莲 等 中 通过 实验 

测序 技术 相 结 合 , 分析 了 青贮 饲料 品质 和 青贮 前 后 整个 

发 酵 过 程 的 认 清 微生物 组 成 提供 了 

了 首 带 青贮 前 后 微生物 组 成 的 变化 及 其 对 首 蒂 品质 的 影响 ， 表 明 
估 青 贮 饲 料 微生物 组 成 变化 和 青贮 饲料 品质 。 然 而, RAE 

米 青 贮 过程 中 微生物 多 样 性 还 未 有 报道 。 因 此 ， 本 试验 利用 宏基 基 
株 玉 米 青 贮 发 酵 过 程 中 和 发 酵 后 曝露 空气 后 菌 群 构成 及 其 演 

然 青 贮 发 酵 过 程 中 微生物 组 成 及 变 

养 价 值 和 品质 提供 理论 基础 和 新 方法 。 

1 材料 与 方法 


1.1 试验 材料 及 样品 采集 
全 株 玉米 来 源 于 内 蒙古 通辽 市 


学 动物 科学 技术 学 院 实 验 室 进行 。 
压 实 、 封 口 ， 每 袋 约 3.0 kg， 压 实 


查 金 台 


将 样品 装 入 双 层 聚 乙烯 袋 


密度 约 550 kg/m’, $4 


一 农场 , 取 自 机 械 化 收割 后 的 样品 (收割 


株 玉 米 由 机 器 自动 切割 成 长 度 为 1 一 2 em 的 小 段 )。 青 贮 试验 于 2016 年 9 


后 的 全 
在 内 蒙古 民族 大 


X (45cmx30 cm) 中 ， 排 空气 、 


TRE 


RR TAEA VIS 
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发 酵 。 分 别 在 青贮 第 5 天 (F5 组 )、 青 贮 第 40 天 (F40 组 ) 和 青贮 40 d 开 袋 曝露 空气 后 第 3 天 (A3 


组 ) 进 行 取 样 ， 每 次 取 3 袋 作为 重复 ， 共 9 袋 ， 取 样 时 打开 袋 ， 上 层 弃 用 ， 
样品 ， 一 部 分 装 入 无 菌 50 mL 冻 存 离心 管 中 ， 于 -80 《超低温 冰箱 保存 ， 月 


检测 ;， 男 一 部 分 ( 约 60 g) 装 入 封口 袋 中 ， 保 存 于 -20 《冰箱 ， 用 于 青贮 发 酵 品质 和 和 营养 成 


分 的 测定 。 


1 


.2 全 株 玉 米 青贮 发 酵 品 质 和 营养 成 分 的 测定 


取 全 株 玉 米 青 贮 3 个 阶段 点 样品 各 20 g， 加 入 180 mL AB, PEF 


取 袋 中 间 位 置 的 


日 于 微生物 多 样 性 


ELS), RI: 


机 搅 碎 1 min， 先 后 用 4 RAA EEIEIIE, TEM SER Sa CRA 4 it, a 
别 采 用 pH 计 、 双 酚 - 次 氧 酸 钠 比 色 法 、 对 羟基 联 茶 比 色 法 和 中 和 滴定 法 测定 pH KASAAN) 


呈 、 乙 酸 和 乳酸 [9 含量 。 参 考 文献 [17] 的 描述 ， 分 别 采 用 烘箱 干燥 法 、 凯 氏 定 氮 法 、 范 氏 洗 


次 纤维 法 分 别 测定 全 株 玉米 青贮 的 干 物 质 (DM)、 总 氮 (TN)、 粗 蛋白 质 
纤维 (NDF) 和 酸性 洗涤 纤维 (ADF) 含量 ， 采 用 草 酮 分 光 光 度 法 0 测定 全 株 玉米 青贮 的 


水 溶性 碳水 化 合 物 CWSC) 含量 。 


1 


1 


Biomedicals, Santa Ana, CA, 美国 ) 试 剂 盒 的 步 又 说 明 ， 


对 抽 提 到 的 基因 纪 


.3 青贮 饲料 微生物 宏基 因 组 测序 方法 


3.1 ”细菌 基因 组 DNA 的 提取 


CCP)、 中 性 洗涤 


将 以 上 每 次 取 的 3 个 重复 样品 混合 在 一 起 ， 按 照 FastDNA® SPIN Kit for Soil (MP 


电泳 进行 DNA 完整 性 检测 。 


1 


.3.2 16S rDNA 的 扩 增 


提 青 贮 饲料 中 的 细菌 基因 组 DNA。 


H DNA 采用 紫外 分 光 光 度 计 进 行 浓度 和 纯度 检测 , 并 采用 0.8903: HE B3 CBE 


使 用 细菌 16S tRNA 基因 V3— V4 区 引物 338F(ACTCCTACGGGAGGCAGCA) 及 


806R(GGACTACHVGGGTWTCTAAT)!?l, x4 UJ E3kf& DNA 模板 进行 序列 扩 增 。 


PCR 反应 体系 为 20 uL, 包括 4.0 uL 的 5xFastPfu Buffer, 2.0 uL 的 dNTPs(dATP、dTTP、 


dGTP 和 dCTP 各 2.5 mmol/L), 0.4 uL 的 FastPfu DNA Polymerase, 20.0 uL 模板 DNA, 0.8 uL 


IEH 5| 47 338F(5 wmol/L), 0.8 uL 的 反 向 引物 806R(5 umol/L), 0.2 uL 的 胎 牛 血清 (BSA)(0.1%)， 


由 灭 菌 ddH5O 补 至 20 uL. 95 'C 预 变性 3 min, 95 CRH 


人 


1 


申 45 sS， 反 应 循环 数 为 27， 最 后 72 °C HEH 10 min. 


.3.3 测序 


E30s, 55 C 退 


火 30s，72 ‘CHE 


使 用 2% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 PCR 产物 ， 如果 产 物 浓度 合适 ,目的 条 带 大 小 正确 ， 则 进 


行 上 机 测序 。 测 序 系统 采用 Humina Miseq 测序 平台 (lllumina Corporation, San Diego， 美 
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El), WA 


公司 为 上 海 美 吉 生 物 医药 科技 有 限 责任 公司 。 


1.3.4 “生物 信息 学 和 数据 分 析 
1.3.4.1 原始 双 端 序列 的 拼接 与 质 控 
这 一 过 程 主要 涉及 杂质 reads 的 去 除 及 双 端 序列 的 拼接 ， 所 用 软件 为 FLASH 及 


Trimmomatic. 


序列 之 间 的 习 


hina nAdcHAL 
.hinaA IVE 1 FHH Fl 


首先 对 reads 尾部 50 bp 窗口 内 平均 质量 值 低 于 20 的 窗口 碱 基 进行 截 除 ， 之 
后 对 50 bp 以 下 的 reads 进行 过 滤 ， 并 去 除 含 N 碱 基 的 reads. H 


LEK A BOM reads 拼接 成 一 条 ， 要 求 最 小 重合 数 大 于 10 bp， 碱 基 错 配 率 低 


f 接 主要 根据 测序 所 得 的 双 端 


于 0.2%。 最 后 根据 序列 两 端的 barcode 及 引物 区 分 样本 得 到 有 效 序 列 ， 不 允许 barcode 有 错 


配 。 


1.3.4.2 Y 


fii HJ Usearch( vsesion 7.0 http://drive5.com/uparse/ ) 软 伯 


列 过 滤 及 操作 分 类 单元 COTUO RX 


对 1.3.3 获得 的 有 效 序列 进行 非 重 复 序列 的 匈 余 分 析 ， 去 除 没有 重复 的 单 序列 ， 


Jj. 按照 序 列 97% 相 似 性 的 原则 对 优化 序列 进行 OTU RK, 过程 中 去 除 骨 合体 ， 生 成 OTU 


代表 序列 ， 并 与 优化 序列 比 对 产生 OTU 表格 。 


1.3.4.3 ^E 


物 信息 学 分 析 


物种 分 类 学 采用 RDP classifier 贝 叶 斯 算法 (version 2.2 , 


orge.net/projects/rdp-classifier/) 及 Qiime 7| 


IZ Zs 
O 


F 平 台 进行 序列 过 滤 及 OTU 聚 类 。 


获得 优化 序 


http://sourcef 


Chttp://qiime.org/scripts/assign taxonomy.html) 


进行 分 析 ， 设 0.7 AREA. 将 OTU 代表 序列 与 Siva 数据 库 (Releasel28, 
http://www.arb-silva.de) 进行 BLAST 比 对 ， 获 得 OTU 代表 序列 的 分 类 学 信息 ， 分 别 在 各 分 


类 学 水 平 上 分 析 各 样本 的 群落 组 成 。 


NY, 


ps 


H mothur 软 件 3 台 (version v.1.30.1 j 


http://www.mothur.org/wiki/Schloss SOP#Alpha_diversity) 进 行 稀释 曲线 及 Alpha 


Venn 图 、 


2 结 R 


多 样 性 分 析 。 


Heatmap 和 主 成 分 分 析 (PCA) HRH R 语言 相关 软件 包 进 行 分 析 及 作 图 。 


2.1 全 株 了 


KE 米 青 贮 期 间 和 暴露 空气 后 发 酵 品质 及 营养 成 分 变化 


由 表 


1 可 知 ， 相 比 青 贮 第 5 天 ， 全 株 玉 米 青 贮 第 40 天 和 青贮 40 d EFRY 


B3X. AA 


氮 / 总 氮 、 乳 酸 和 乙酸 含量 均 有 显著 增加 (CP<0.05), 但 pH 有 相反 趋势 , 出现 显著 降低 CP<0.05 )， 


且 青 贮 第 


贮 第 5 天 、 青 贮 第 40 和 天、 青贮 40 d 后 


40 天 和 青贮 40 d 后 开 袋 第 3 天 之 间 差 异 不 显著 (P>0.05). ETREX 


袋 第 3 天 营养 成 分 变化 结果 《〈 表 1) 表明 ， 随 着 青 


青贮 前 、 青 


贮 时 间 的 延长 ， 全 株 玉米 DM. CP. NDF, ADF 和 WSC 含量 均 有 减少 的 趋势 ， 开 袋 后 第 3 


115 ”天 虽 略 有 升 高 ， 但 与 青贮 40 d 后 差异 不 显著 (P>0.05)， 其 中 WSC 含量 下 降 的 最 明显 ， 与 


116 ”青贮 前 相 比 ,青贮 第 5 天 、 青 贮 第 40 天、 青贮 40 d 后 开 袋 第 3 天 比 青贮 前 分 别 下 降 了 38.60%、 


117 ”68.17% 和 65.86%， 差 异 均 达 到 显著 水 平 (P<0.05)。 


118 表 1 全 株 玉米 青贮 期 间 和 暴露 空气 后 的 发 酵 品 质 及 营养 成 分 
119 Table 1 Fermentation quality and nutritional components of whole-plant maize during ensilage and after air 
120 exposure 
项 目 青贮 前 青贮 第 5 天 青贮 第 40 天 ”青贮 40 d 后 开 袋 第 3 
Items Pre-ensiling Day 5 in Day 40 in 天 
ensilage ensilage Opened on day 3 after 
ensilage for 40 days 


发 酵 品 质 Fermentation quality 


ps 氨 态 氮 / 总 氮 AN/TN/(%) 4.3341.05° 7.95+0.47° 8.05+1.21° 

pH 4.08+0.32° 3.83+0.08° 3.9140.10^ 
i 乳酸 LA/% DM 4.83+0.21° 9.69+0.26° 9.1640.44* 
jm 乙酸 AA /% DM 0.48+0.02° 1.53+0.43° 2.4840.61° 


cs 营养 成 分 Nutritional 


T^ components 
" 干 物质 DM/% 32.894-0.65? 32.11+1.04° 30.59+0.46° 31.3741.27** 
HEK CP/% DM 8.954:0.63* 8.52+0.16° 7.2240.74^ 7.26+40.55° 
中 性 洗涤 纤维 NDF/% DM 58.1442.05? 53.7142.12° 49.664.1.16* 49.4342.20* 
酸性 洗涤 纤维 ADF/% DM 45.47+1.89° 41.22+1.47° 32.7541.10° 33.20+1.32° 
水 溶性 碳水 化 合 物 WSC/% DM  17.72+1.08° 10.88+1.23° 5.6440.24° 6.05+0.16° 
= 121 同行 数据 肩 标 不 同 字母 表示 差异 显著 (P«0.05). 
e 122 In the same row, values with different letter superscripts indicated significant difference (P<0.05). 
123 2 序列 过 滤 与 质 控 
124 通过 序列 过 滤 、 抽 取 及 双 端 拼接 ，3 组 样本 共 获 得 了 122 371 条 有 效 序列 ， 总 碱 基数 54 


125 758 721 个 ， 平 均 长 度 447bp， 经 过 对 有 效 序列 的 优化 处 理 ， 得 到 共 110 173 条 优化 序列 用 

126 “于 OTU 聚 类 及 分 类 学 分 机， 有效 优化 序列 数目 达 90.03% CX 2)。 

127 过 序列 相似 性 大 于 97% 水 平 上 的 OTU RK, 共 得 到 的 OTU 的 数目 为 239, 单个 样本 
128 ”中 序列 丰 度 大 于 1% 的 OUT 的 数目 却 很 少 , 分 别 是 12 CFS 组 ) 8 (F40 AL) 7 10 (A3 组 )。 

129 ”3 个 样本 的 覆盖 度 均 达到 了 0.99 以 上 ， 稀 释 曲 线 及 shannon 曲线 (图 1) 均 显 示 曲 线 已 经 趋 
130 ”于 平坦 , 表明 样本 测序 量 已 经 饱和 ,足够 反映 样本 中 绝 大 部 分 细菌 物种 的 信息 。 有 效 序 列 及 
131 ”优化 序列 数 随 青 贮 时 间 延 长 而 升 高 ， 同 时 OTU 数目 也 在 增加 ， 说 明 青 贮 期 间 及 开 袋 暴 露 空 
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气 后 阔 群 持续 增殖 , 多 样 性 也 在 增加 。 但 样本 中 序列 丰 度 大 于 1% 的 OTU 的 数目 不 仅 减少 ， 
还 出 现 青贮 后 期 比 青贮 前 期 的 低 的 情况 ， 说 明 青贮 对 于 主体 菌 群 来 说 多 样 性 是 降低 的 。 
表 2 不 同样 本 序列 信息 
Table 2 Sequence information of different samples 
优质 序列 优化 比例 序列 丰 度 大 于 1% 的 
效 序列 ne un 操作 分 " ES 
a 数量 Optimization 操作 分 类 单元 数目 
数量 , 序列 长 度 ”类 单元 
组 别 High ratio/% K OUT No. for sequence — JEJE 
Effective , Sequence ”数目 
Groups quality abundance >1% Coverage 
sequence length/bp OUT 
S sequence N 
0./ 条 0. 
No./ 条 
F5 34 175 29 975 87.71 446 189 12 0.999 2 
F40 43 901 38 455 87.59 448 214 8 0.999 4 
A3 44 295 41 743 94.24 447 222 10 0.999 7 
Shannon curves Rarefaction curves 
E =" j, IR 
= p 
5 5 
NumberofReads Sampled 样本 序列 数 Number of Read Sapled 


图 1 全 株 玉 米 青贮 和 暴露 空气 样本 稀释 曲线 CAD 及 shannon 曲线 (B) 


Fig.l Rarefaction curves (A) and Shannon curves (B) of samples from whole-plant maize during ensilage and 
after air exposure 

2.2 全 株 玉 米 青贮 期 间 和 暴露 空气 后 微生物 群落 主 成 分 分 析 

由 图 2 的 主 成 分 分 析 可 知 ，A3、F40 和 了 5S 组 三 者 彼此 距离 互 不 接近 ， 形 成 了 一 个 三 角 
形 ， 表 明 在 三 者 在 微生物 组 成 上 有 很 大 的 差别 ， 三 者 分 别 代 表 了 不 同 的 发 酵 时 期 ， 即 发 酵 初 
期 (F5 组 )、 发 酵 后 期 (F40 组 ) KIRA CA3 组 )。F40 组 分 别 与 A3 及 FS 组 距离 较 近 ， 
说 明 三 者 相 比 ,发 酵 后 期 分 别 与 发 酵 初 期 及 曝 气 期 微生物 群落 构成 相似 性 较 大 , 也 表明 发 酝 
初期 、 发 酵 后 期 和 曝 气 期 三 者 之 间 的 承继 关系 。 
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主 成 份 1 PC1(81.86%) 


图 2 全 株 玉米 青贮 期 间 和 暴露 空气 后 微生物 群落 主 成 分 分 析 (OUT 水 平 


— 


Fig.2 Principal component analysis of microbial community from whole-plant maize during ensilage and after 


air exposure (OUT level) 


2.5 基于 门 水 平 的 微生物 群落 结构 分 析 


El LEN 
14 Firmicutes 


El Proteobacteria 
口 Bacteroldétsė 
E Gyan baer 
idi 口 Actinobacteria 


E 


xt 
H others 


BR tt 


Percent of community abundance on Phylum level 


02 4 


F5 F40 
样本 Samples 


di 


Firmicutes: J #£ ta]; Proteobacteria: 47% kil]; Bacteroidetes: 拟 杆 菌 门 ; Cyanobacteria: 蓝 细菌 


Actinobacteria: 放 线 菌 门 。 


图 3 基于 门 水 平 的 全 株 玉米 青贮 期 间 和 其 露 空气 后 微生物 群落 结构 


Fig.3 Microbial community structure of whole-plant maize during ensilage and after air exposure on the phylum 
level 
经 过 序列 相似 性 大 于 97% 水 平 上 的 OTU 聚 类 ， 共 获得 了 239 个 OTU， 分 属 163 个 属 ， 
93 个 科 , 54 个 目 , 26 个 纲 , 16 个 门 。 所 有 样本 的 微生物 群落 可 分 为 16 个 门 , 如 图 3 所 示 ， 
丰 度 大 于 1% 的 门 有 5 个 ， 依 次 为 厚 壁 菌 门 (Firmicutes)、 变 形 菌 门 (Proteobacteria), HF 


l] (Bacteroidetes), WME] (Cyanobacteria) 和 放 线 菌 门 (Actinobacteria)， 它 们 占 了 极 
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大 的 比例 。 发 酵 初期 CPS 组 〉 中 主要 优势 菌 群 为 厚 壁 菌 门 和 变形 菌 门 ， 分 别 占 到 57.57% 和 
27.54%， 其 次 是 蓝 细 菌 门 (7.05%)、 拟 杆菌 门 (6.49%) 和 放 线 菌 门 (1.08%)， 它 们 的 总 丰 度 达 
到 99.73%。 发 酵 后 期 (F40 组 ) 中 主要 有 3 个 门 的 丰 度 在 1% 以 上 ， 它 们 是 厚 壁 菌 门 、 变 形 
菌 门 和 拟 杆菌 门 , 分 别 占 到 74.6596. 20.369681 3.10%, 这 3 个 门 菌 群 的 总 丰 度 达到 98.10%。 
曝 气 期 (A3 组 ) 中 主要 优势 菌 群 为 厚 壁 菌 门 和 变形 菌 门 ， 丰 度 分 别 为 78.82% 和 17.02%, 
其 次 是 拟 杆菌 门 和 放 线 菌 门 , 丰 度 分 别 是 2.17% 和 1.20%, 这 4 个 门 菌落 的 总 丰 度 达到 99.2196. 
比较 不 同 发 酵 时 期 的 3 个 样本 可 知 ， 随 着 青贮 的 进行 及 后 续 开 袋 暴 露 空气 ， 厚 壁 菌 门 获 
得 了 持续 增长 ， 变 形 菌 门 和 拟 杆 菌 门 所 占 比例 持续 降低 ， 蓝 细菌 门 只 在 F5 组 中 出 现 ， 放 线 
菌 门 只 在 发 酵 初 期 和 曝 气 期 丰 度 高 于 1%。 
2.4 基于 属 水 平 的 微生物 群落 结构 分 析 
图 4 显示 了 在 属 水 平 上 全 株 玉 米 青贮 期 间 及 曝露 空气 后 微生物 群落 结构 的 变化 〈 丰 
度 >1%)，3 个 样本 共 鉴 定 出 163 个 属 。 
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图 4 基于 属 水 平 的 全 株 玉 米 青贮 期 间 和 暴露 空气 后 微生物 群落 结构 
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Fig.4 Microbial community structure of whole-plant maize during ensilage and after air exposure on the genus 


level 


发 酵 初期 (F5 组 ) 鉴定 出 133 个 属 ， 丰 度 >1% 的 菌 属 有 11 个 ( 含 蓝 细 菌 门 )， 总 丰 度 占 
到 86.33%， 其 中 乳 杆菌 属 (Lactobacillus) 占 优势 地 位 ， 丰 度 达 49.78%, BEKRA vi 8H 


AJB (Klebsiella) (9.08%), WRI] (7.05%)、 拉 恩 氏 菌 属 (Rahnella) (3.45%)、 金 黄 杆 


(2.67%). Wa FW (Enterobacter) (2.52%), WAR $K) (Sphingomonas) (2.3 


泛 菌 属 (Pantoea) (1.78%). WARE E)E (Sphingobacterium) (1.33%), mJ WL Th 


虽然 丰 度 不 大 ， 但 具有 一 定 的 数量 。 


发 酵 后 期 (F40 组 ) 鉴定 出 146 个 属 ， 丰 度 >1% 的 菌 属 有 7 个 ， 总 丰 度 占 到 85.6096, J 


WJA C Chryseobacterium ) (3.14%). Fr ER H JE (Pediococcus ) (3.18%), FLER H JS (Lactococcus) 


496). 


FS RT RS 


AD 


中 乳 杆菌 属 占 优势 地 位 ， 丰 度 达 64.46%， 随 后 依次 为 芽孢 乳 杆 菌 属 CSporolactobacillus ) 


(7.79%). SEA RJR (5.48%)、 泛 菌 属 (4.3496). SEPA HEIR CStenotrophomonas ) 


(1.28%). di Ef S 〈1.24% )、 黄 杆菌 属 CFlavobacterium) (1.01%). 


HES HA CA3 组 ) 鉴定 出 153 个 属 ， 丰 度 >1% 的 属 有 9 个 ， 总 丰 度 占 到 88.65%， 主 要 种 


类 有 乳 杆 菌 属 (4$.34%)、 芽 孢 乳 杆菌 属 (28.46% )、 克 雷 伯 氏 菌 属 (5.79% )、 片 球菌 属 (2.90%)、 


SEE SR HB ELS (1.43%)、 拉 恩 氏 菌 属 (1.43%)、 东 所 醇 单 胞 菌 属 (1.16%)、 泛 菌 属 (1.07% )、 


REJE (Clostridium) (1.07%). 


发 酵 初 期 、 发 酵 后 期 、 曝 气 期 乳 杆 菌 属 的 丰 度 分 别 是 49.7896. 64.46%, 45.34% 


， 占 绝 


对 优势 ， 在 青贮 期 间 丰 度 呈 增长 趋势 ， 在 青贮 40 d 达到 峰值 ， 在 开 袋 暴 露 空气 后 丰 度 有 所 
下 降 ， 而 芽 胞 乳 杆 菌 属 ， 由 发 酵 初期 未 出 现 ， 到 发 酵 后 期 的 7.79%， 再 到 开 袋 暴 露 空气 3 d 


后 增长 到 28.46%， 说 明 暴 露 空气 有 利于 其 生长 。 其 他 一 些 菌 属 则 相对 稳定 而 又 连续 存在 ， 


其 中 克 雷 伯 氏 菌 属 丰 度 相对 较 大 , 发 酵 初 期 、 发 酵 后 期 和 曝 气 期 的 丰 度 分 别 是 9.08%、 
和 5$.79%， 权 菌 属 在 发 酵 期 间 检测 不 到 而 在 开 袋 暴露 空气 3 d 后 增长 到 1.07%。 此 外 


5.48% 


ZEE 


FEAT BED FIO E Je S 8 Yad J Ee IE E AE d Je i o DSL IG 发 酵 产生 的 优势 菌 群 是 乳 杆菌 属 ， 


AAFP HESS RB SEE. A AR ae UOCE aE aR, SAU TC E A 


2.5 微生物 群落 的 Alpha 多 样 性 分 析 


表 3 为 全 株 玉 米 青贮 期 间 和 暴露 空气 后 的 Alpha 多 样 性 指数 。Alpha 多 样 性 用 来 表示 样 


本 内 微生物 群落 的 多 样 性 ， 其 中 Chao. Ace 是 计算 菌 群 丰 度 的 指数 ， 数 值 越 大 ， 表 示 菌 群 


丰 度 越 高 ; 而 Simpson 和 Shannon 用 来 计算 菌 群 多 样 性 的 指数 ，Shannon 值 越 大 ， 和 群落 多 样 


作 期 刊 


合作 


C hi V/ 
C hinaA IVT 


212 TERR, Simpson 值 越 大 ， 和 群落 多 样 性 越 高 。 
213 X3 不 同样 本 的 Alpha 多 样 性 指数 


214 Table3 Alpha diversity metrics of different samples 


Alpha 多 样 性 指数 Alpha diversity metrics 


组 别 Groups 


Chao Ace Shannon Simpson 
F5 210.2 203.24 2.896 0.1240 
F40 225.7 223.79 2.611 0.1513 
A3 225.7 226.45 2.562 0.1738 
215 Alpha 多 样 性 分 析 表 明 , 随 着 青贮 的 进行 , 菌 群 数量 及 组 成 呈现 一 定 的 变化 .总 体 来 说 ， 


216 3 个 时 期 的 样本 序列 数量 较 大 ，OTU 数目 、Chao 值 、Ace 值 等 指标 上 均 处 在 较 高 的 水 平 ， 

217 ”说 明 样 本 菌 群 数量 较 大 ， 多 样 性 水 平 也 相对 较 高 。 相 比 发 酵 前 期 ， 发 酵 后 期 及 曝 气 期 序列 数 
218 Æ. OTU 数目 、Chao ffi. Ace 值 等 指标 均 有 增长 ， 而 Shannon 值 有 所 降低 ， 说 明 发 酵 促 进 
219 “了 微生物 群落 的 繁殖 生长 ,并且 使 很 多 菌 群 物种 得 到 了 发 展 , 因此 微生物 多 样 性 得 到 了 提高 

N 220 ” 菌 群 丰 度 也 相应 提高 

o 221 对 于 短期 开 袋 暴露 空气 而 言 ， 其 相对 于 发 酵 后 期 的 序列 数量 、OTU 数目 、Chao fü. 
i! 222 Ace 值 等 指标 的 增幅 均 很 小 ，Shannon 值 的 降幅 也 很 小 ， 表 明 短 期 开 袋 暴露 空气 后 ， 在 新 的 
223 ”气体 及 温度 环境 下 ， 菌 群生 长 及 物种 多 样 性 并 没有 产生 太 大 变化 。 


224 ”2.6 微生物 群落 的 Venn 图 和 Heatmap 分 析 


225 由 Venn 图 (图 5-A) 可 见 ,3 个 样本 的 239 个 OTU 中 ,有 173 个 核心 序列 , 占 比 为 73.49%， 
226 ”说 明 青贮 期 间 和 暴露 空气 后 核心 序列 占 比 很 大 ;发酵 前 期 和 发 酵 后 期 2 个 样本 的 223 个 OTU 
227 ”中 ,有 180 个 核心 序列 , 占 比 为 80.72%, 占 比 有 所 增加 ; 发 酵 后 期 和 上 曝 气 期 2 个 样本 的 238, 
E 228 #198 个 核心 序列 ， 占 比 为 83.19%。F5、F40 和 A3 组 的 独 有 物种 均 很 少 ， 分 别 为 1、9 和 
229 16 种 。F5 组 与 F40、A3 组 共有 物种 较 少 ， 其 值 分 别 为 7 和 8; 而 F40 组 与 A3 组 共有 物种 
230 — 较 多 ,为 25， 表 明 这 2 个 时 期 在 物种 组 成 上 更 为 接近 。 总 之 ，Venn 图 分 析 显 示 F40 组 与 
231 A3 组 在 微生物 群落 组 成 上 更 为 接近 , 这 说 明 开 袋 暴露 空气 3 d 虽然 改变 了 微生物 群落 组 成 ， 
232 ”但 仍然 与 发 酵 后 期 保持 了 较 大 的 相似 性 ， 在 一 定 程度 上 保证 了 青贮 饲料 的 发 酵 品 质 。 

233 微生物 群落 的 Heatmap (图 5-B) 显示 了 在 属 水 平 上 排名 前 20 的 物种 丰 度 ， 图 中 不 同 
234 ” 色 块 的 颜色 代表 了 一 个 样品 中 对 应 一 个 菌 属 的 丰 度 , 色 块 内 的 数值 为 相应 菌 属 含有 的 序列 数 。 
235 ” 乳 杆 菌 属 在 3 个 青贮 时 期 内 均 保 持 了 很 深 的 色 块 深度 ， 即 丰 度 均 很 大 。 另外， 克 雷 白 氏 杆菌 
236 ” 属 也 保持 了 较 好 的 连续 性 和 较 高 的 丰 度 , 而 芽孢 乳 杆菌 属 在 发 酵 后 期 和 曝 气 期 色 块 颜色 加 深 ， 
237 ”尤其 是 在 曝 气 期 。 梭 菌 属 在 曝 气 期 突然 出 现 ， 丰 度 也 较 高 。 由 Heatmap 还 可 以 看 出 ， 大 部 
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分 菌 属 在 3 个 样本 中 均 具 有 较 好 的 连续 性 ， 仅 少数 菌 属 出 现 了 中 断 《〈 色 块 显示 为 绿色 )， 表 
明 发 酵 过 程 及 发 酵 后 开 袋 暴 露 空气 d 时 乳酸 瑚 等 有 益 菌 种 类 始终 保持 了 优势 地 位 , 但 也 有 
个 别 菌 属 在 丰 度 上 随 着 发 酵 时 间 的 持续 及 开 袋 后 培养 条 件 的 改变 出 现 了 此 消 彼 长 变化 。 


i 


她 杆菌 属 Lactobacillus 

芽孢 乳 杆菌 属 Sporolactobacillus 

EA Clostridium 

泛 菌 属 Pantoea 

BARR Klebsiella 

醋酸 杆菌 属 Acetobacter 

235 8 Bi BS JR Stenotrophomonas 

不 动 杆菌 属 Acinetobacter 

RARER Weissella 

Sis BREF ES IR Sphingobacterium 

211 152 342 WERA Serratia 

259 388 黄 杆菌 属 Flavobacterium 

桂 本 序列 表 263 f ERES RES JR Pseudoxanthomonas 
Ena 128 112 X&fmBSi]norank c Cyanobacteria 3 


^ Size of each list 
22 800 她 球菌 属 Lactococcus 
m 954 269 1212 片 球菌 属 Pediococcus 
ó 942 300 151 ”金黄 杆菌 属 Chryseobacterium 2 


F40 A3 FS 1033 362 595 iy 8f im Rahnella 


核心 序列 表 a 
s 755 280 323 杆 Enterobact 
Number of elements: specific (1) or shared by 2, 3, ... lists 4 BR Enterobacter 
702 477 484 。 辅 氢 醇 单 胞 苗 属 Sphingomonas  ! 


[mm ENGINE Le | 


3 2 1 e = € 


Lactobacillus: 乳 杆菌 属 ; Klebsiella: 克 雷 伯 氏 菌 属 ;Rahnella: 拉 恩 菌 属 ;Chryseobacterium: 金 黄 杆 菌 属 ; 


Pediococcus: 片 球菌 属 ; Lactococcus: 乳 球菌 属 ; Enterobacter: Wa TT Vii: Sphingomonas: 385 24 E Hf ffl Vj Je ; 


Pantoea:iz Wf: Sphingobacterium: #4 AWIT WJS; Sporolactobacillus: £F f& GUT W JE; Stenotrophomonas: 3€ 


FAMAJ; Flavobacterium:3& YF AJR; Clostridium: 4R Wi ji: Acetobacter: Hi RE FT ta JR; Acinetobacter: 43] 


杆菌 属 ;，Weissella: 魏 斯 民 菌 属 ;，Serratia: 沙 雷 氏 菌 属 ;，Pseudoxanthomonas: 假 黄 单 胞 菌 属 。 


图 5 全 株 玉米 青贮 期 间 和 暴露 空气 后 微生物 群落 的 Venn 图 (A) 和 Heatmap(B) 分 析 


Fig.5 Venn map (A) and Heatmap (B) analysis of microbial community of whole-plant maize during ensilage 
and after air exposure 
3 讨 it 
全 株 玉 米 青贮 与 玉米 秸秆 青贮 相 比 ， 营 养 价值 高 、 适 口 性 好 、 消 化 率 高 、 能 值 高 ， 可 
长 期 保存 和 四 季 均 衡 供 应 ， 是 解决 牛 、 羊 等 反刍 动物 所 需 青 粗饲料 的 最 有 效 途径 。 本 试验 从 
全 株 玉 米 青 贮 第 5 天 、 第 40 天 和 青贮 40 d 后 开 袋 第 3 天 每 次 取样 时 观察 发 现 感官 品质 良好 ， 
色泽 分 别 呈 黄 绿色 、 黄 褐色 和 黄 褐色 ,无 考 变 和 粘 手 现象 ， 有 酒 酸 香味 和 无 臭 味 。 从 全 株 玉 
米 青贮 的 发 酵 品质 来 看 ,青贮 发 酵 40 d 后 和 青贮 发 酵 40 d 后 短期 开 袋 时 氮 态 所 /总 氮 均 低 于 


9%, pH 均 低 于 4.00, 乳酸 含量 高 于 9%, 乙酸 含量 低 于 3%, 与 Zhou 等 所 报道 在 20 或 25 °C 
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青贮 发 酵 条 件 下 全 株 玉米 青贮 的 品质 相似 。 综合 考虑 上 述 发 酵 品 质 指标 ,说明 全 株 玉米 青贮 
发 酵 40 d 后 具有 较 好 的 发 酵 品 质 。 青 贮 发 酵 作 用 能 够 使 全 株 玉 米 中 NDF 和 ADF 的 含量 下 
降 ， 但 也 由 于 乳酸 菌 占 主导 的 优势 菌 消耗 了 大 量 的 可 溶性 糖 类 ， 使 得 WSC 含量 显著 降低 ， 
这 在 本 试验 中 也 得 到 验证 。 因 此 , 为 进一步 降低 青贮 全 株 玉米 中 NDF 和 ADF 的 含量 , 减少 


WSC 消耗 量 , 一 些 研究 采取 了 在 青贮 饲料 中 添加 糖 类 、 纤 维 素 酶 或 青贮 添加 剂 等 措施 请” )， 


以 改善 青贮 饲料 的 营养 价值 。 
许多 欧美 国家 已 将 全 株 玉 米 青 贮 作 为 奶 4 


F 和 肉牛 的 全 日 粮 饲 料 配 方 中 不 可 或 缺 的 一 种 


粗饲料 中 ， 全 株 玉米 青贮 发 酵 过 程 和 发 酵 完成 后 微生物 群落 组 成 及 其 丰 度 变化 都 很 大 ， 影 
响 着 青贮 饲料 的 营养 价值 和 品质 中 。Dolci 等 9 研究 表明 ， 青 贮 饲 料 发 醇 品 质 的 好 坏 很 大 


MiSeq 高 通 量 测序 技术 对 全 株 玉米 青贮 期 间 和 


程度 上 取决 于 发 醇 初 期 的 优良 发 酵 菌 种 的 数量 和 该 菌 种 在 整体 菌 群 中 占 的 比例 。 本 研究 采用 


暴露 空气 后 微生物 群落 结构 进行 分 析 , 发 现 全 


一 


株 玉 米 青 贮 第 $ 天 ， 乳 杆菌 属 迅速 发 展 成 为 优势 菌 群 ， 丰 度 达 到 49.78%， 从 而 确立 菌 群发 
展 的 走势 ， 其 他 菌株 的 繁殖 受到 抑制 ， 随 着 发 酵 时 间 的 延长 ， 乳 杆菌 属 进一步 扩大 其 优势 地 
位 ， 在 发 酵 后 期 ， 即 青贮 第 40 天 时 ， 其 丰 度 达到 了 64.46%， 拥 有 绝对 优势 地 位 。 这 也 为 青 


贮 饲料 发 酵 品 质 的 提升 提供 了 苗 群 保障 ， 乳 杆 


阔 属 作为 一 种 产 乳 酸 菌 LAB)， 能 够 产生 乳 


酸 ， 降 低 青 贮 饲 料 pH， 换 制 老 菌 及 其 他 有 和 害 杂 菌 的 繁殖 ， 增 加 青贮 饲料 的 风味 中 。 本 研究 
中 ， 全 株 玉米 青贮 发 酵 期 间 ， 乳 杆菌 属 的 丰 度 远大 于 陶 莲 等 ' 报 道 的 玉米 秸秆 青贮 中 乳 杆 


害 的 需 氧 菌 受 到 抑制 ， 需 氧 菌 属 的 丰 度 始终 低 


外 ， 还 存在 数量 较 低 的 其 他 青贮 饲料 中 常见 的 


菌 属 的 丰 度 (9.73%)， 由 于 青贮 过 程 中 氧气 的 耗 尽 ， 假 单 胞 菌 属 CPseudomonas) 及 霉菌 等 有 


于 1%。 在 本 试验 中 ， 除 丰 度 最 高 的 乳 杆菌 属 


典型 LAB 阔 种 ， 如 乳 球菌 属 、 片 球菌 属 、 上 肠 


球菌 属 (Enterococcus) FURL GR (Weissella) 等 ， 但 均 未 能 成 为 优势 菌 群 。 
本 研究 表明 ， 开 袋 上 曝露 空气 对 全 株 玉米 青贮 微生物 群落 组 成 影响 较 大 ,， FFAS 3d Ei, FL 


杆菌 属 丰 度 下 降 严 重 ， 由 发 酵 后 期 的 64.46% 降 为 45.34%， 这 是 由 于 开 袋 后 氧气 含量 增加 ， 


抑制 了 乳酸 菌 的 繁殖 生长 ， 而 一 些 好 氧 基 或 兼 


性 好 氧 菌 得 到 了 发 展 ， 如 芽 苞 乳 杆菌 属 ， 由 青 


贮 发 酵 后 期 的 7.79% 上升 到 了 28.46% 。 有 关 芽 孢 乳 杆菌 属 在 青贮 饲料 中 的 报道 的 较 少 。 
Smoker 发 现在 实验 室 自然 青贮 容 条 件 下 芽孢 乳 杆 菌 属 可 利用 不 同 碳水 化 合 物 发 酵 产 生 乳 
酸 ， 可 作为 青贮 发 酵 剂 。Kharaziana 等 户 ] 研 究 发 现在 全 株 玉米 青贮 中 添加 土 芽孢 乳 杆 菌 


(Sporolactobacillus terrae) 抑制 一 些 植 物 致 病 真菌 具有 一 定 的 作用 。 刘 秦 等 5U 在 肉 仔鸡 饲 


粮 中 添加 100 mg/kg 的 芽孢 乳 杆 菌 能 促进 肠 道 发 育 ， 提 高 消化 吸收 功能 ， 抑 制 其 空肠 内 的 大 
肠 杆 菌 繁殖 。 但 芽孢 乳 杆 菌 作为 青贮 发 酵 剂 ， 对 青贮 饲料 微生物 菌 群 、 发 酵 品 质 和 反刍 动物 
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317 


健康 的 作用 机 制 还 有 待 进 


步 研 究 。 
全 株 玉 米 青 贮 发 酵 过 程 对 隔绝 空气 的 要 求 较 为 严格 , 如 果 空 气 泄露, 会 导致 霉菌 洲 生 ， 
造成 青贮 饲料 的 霉 变 ,饲料 中 养分 被 降解 ， 产生 有 害 霉 菌 毒素 ， 危 及 牲 


等 3 报道 ， 革 兰 氏 阳性 芽孢 杆菌 属 (Bacillus) 是 
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畜 


青贮 饲料 中 主要 的 腐败 菌 ， 


安全 DB133。Vissers 


主要 降解 蛋 


质 和 氨基 酸 , 在 好 氧 条 件 下 对 青贮 变质 起 重要 作用 , 也 是 青贮 开 窗 后 短期 内 迅速 发 展 起 来 的 


有 害 微生物 , 但 在 本 研究 中 不 论 是 


关注 的 是 有 害 菌 梭 菌 属 ， 在 开 代 第 3 天 其 丰 度 达到 1.07%， 可 能 对 青贮 品质 产生 不 利 影 ! 
青贮 饲料 中 发 现 有 梭 菌 属 ， 其 在 大 和 


McDonald 等 中 在 发 酵 品 质 较 差 的 


解 糖 、 有 机 酸 和 蛋白质， 是 青贮 


一 致 。 


贮 有 害 微 4 


青贮 期 间 还 是 开 袋 后 第 3 RIRH 


上 现 芽孢 杆菌 属 。 但 值得 


ip 


Eel t i UK TF P HEAT 


E 物 ， 这 与 本 研究 开 袋 曝 露 空气 后 出 现 梭 菌 属 的 结果 


本 试验 结果 表明 ， 殉 雷 伯 氏 菌 属 在 3 个 采样 期 内 都 保持 了 较 高 的 丰 度 ， 对 全 株 玉米 青 


贮 可 能 具有 重要 的 作用 , 但 目前 有 关 这 方面 的 报道 较 少 , 其 具体 作用 机 制 及 产生 的 作用 还 需 
要 进一步 研究 。 泛 菌 属 、 鞘 氨 醇 单 胞 菌 属 等 菌 属 丰 度 虽 低 ， 但 在 3 个 采样 期 中 均 存 在 ， 表 明 
发 酵 初 期 出 现 ， 而 寡 养 单 胞 菌 属 在 发 酝 


了 它们 在 玉米 青贮 过 程 中 持续 起 作用 。 肠 杆菌 属 只 在 


4 结 论 


后 期 及 曝 气 期 出 现 , du URS 
ST ESATA ACE © MES 
属 的 存在 ， 同 本 研究 结果 一 致 ， 说 明 这 2 种 菌 属 在 青贮 玉米 中 是 普 训 存在 的 。 


ERREUR A 


VIRI Duniere65 均 报道 了 


高 ， 具 有 良好 的 发 酵 品 质 和 营养 价值 ， 且 发 酵 40 d 后 短 时 间 开 袋 暴 露 空 


营养 价值 无 显著 影响 。 


D 主 成 分 分 析 显 示 3 个 发 酵 时 期 样本 的 微生物 多 样 性 


表明 全 株 玉米 青贮 在 发 酵 前 期 、 发 酵 后 
@ 在 3 个 发 酵 时 期 的 样本 中 ， 


共 鉴 定 出 16 个 门 ，163 ^R 


期 出 现 , 说明 青贮 发 酵 及 开 袋 暴露 空气 影响 
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FEE REOR rp XS SPIRI pip Ae SZ A Hd T 
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Zn 
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LI 


差异 很 大 ,分 属 3 个 不 同 的 群体 ， 
期 及 曝 气 期 微生物 群落 组 成 变化 明显 。 


Bj. SET TIA ZACK, E 


BE ball AIAG al 1082 GAs ic. SET RAI ACP, ACME HTH CA bal FE EE FLAT JB Ti 
克 雷 伯 氏 菌 属 , 短 


时 间 开 袋 曝露 空气 后 优势 
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Microbial Diversity of Whole-Plant Maize during Ensilage and after Air Exposure Analyzed by 
Metagenomics Technology 
HU Zongfusit CHANG Jie Sarnhu WANG Sizhen NIU Huaxin” 
(College of Animal Science and Technology, Inner Mongolia University for the Nationalities, 
Tongliao 028000, China) 
Abstract: The objective of this experiment was to analyze the fermentation quality and microbial 
diversity of whole-plant maize during ensilage and after air exposure, and to monitor the dynamic 
changes of microbial community composition. There were 3 sampling time points in this 
experiment including fermentation at the 5th day (F5 group), fermentation at the 40th day (F40 
group) and exposed air at the 3rd day after ensilage for 40 days (A3 group), and each sampling 
time point took 3 bags as 3 replicates. Microbial 16S rDNA V3 to V4 region of whole-plant maize 
during ensilage and after air exposure were sequenced by metagenomics technology, and the 
microbial community composition and abundance of 3 groups were compared. Alpha diversity 
and principal component analysis were carried out to investigate the microbial diversity of 
whole-plant maize during ensilage and after air exposure. The results showed that the contents of 
pH, NDF and ADF of the whole-plant maize after 40 days of silage fermentation were 
significantly decreased (P<0.05), and the lactic acid content was significantly increased (P <0.05), 
which had a good fermentation quality and nutritional value, and short-time exposed air after 40 
days for silage had no significantly effects on fermentation quality and nutritional value (P>0.05 ). 
A total of 122 371 high-quality effective sequences and 239 OTUs were obtained by Illumina 
Miseq sequencing platform, and totally 16 phyla, 163 genuses of bacteria were identified in 


samples of 3 groups. At the level of phylum, Firmicutes was dominant from beginning to end, and 
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its abundance in F5, F40 and A3 groups was 57.57%, 74.65% and 78.82%, respectively, and 
showed a growth trend. Dominant species of the early stage for fermentation (F5 group), the late 
stage for fermentation (F40) and the aerobic period (A3 group) were Lactobacillus, which 
abundance was 49.78%, 64.46% and 45.34%, respectively, but the proportion of 
Sporolactobacillus in aerobic period was obvious increased by 28.46%. In conclusion, the 
natural fermentation of whole-plant maize silage significantly increases the abundance of 
Lactobacillus, which is beneficial to improve the fermentation quality of whole-plant maize silage, 
but exposed air at the 3rd day after ensilage has effect on the microbial diversity of whole-plant 
maize silage. By Miseq high-throughput sequencing technology, we can fully understand the 
changes of microbial community composition and abundance of whole-plant maize during 
ensilage and after air exposure. 
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